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金黄色葡萄球菌转座文库构建与持留突变株研究
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　　［摘要］　目的　利用Ｔｎ９１７转座子构建金黄色葡萄球菌（简称“金葡菌”）转座突变文库，从构建好的文库中筛选到
持留性突变菌株。方法　 将含有Ｔｎ９１７的ｐＩＤ４０８质粒电转化入金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株，利用高温及红霉素诱导使其发生转座
作用，建立转座子文库并对其进行质量评价；通过对稳定期２４ｈ及３６ｈ菌液予以１００ＭＩＣ达托霉素处理，之后计数活菌数
目的方法，比较文库中筛选到的特定菌株Ｔ１８、Ｔ１８ｓ与野生株的持留性差异。结果　 建立了金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株转座子文
库，从中随机挑取１９个文库子，进行转座子插入位点测定，证实其插入随机性良好。在培养２４ｈ和３６ｈ两个时相点，野
生株、Ｔ１８及Ｔ１８ｓ株之间持留性存在不同程度的差异。结论　 成功构建了插入随机性良好、可用于多种研究的金葡菌转
座子文库，并从中得到持留性变化菌株，且不同生长时间点各株细菌之间表现出持留性差异。
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　　金黄色葡萄球菌是人类的一种重要致病菌，可产
生多种毒力因子，引起全身多部位的多种感染，对人类

危害甚大［１］。而金葡菌生物被膜与其致病性及感染

难愈性密切相关，在其逃避宿主及抗菌药物杀伤作用
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中扮演重要角色［２－３］。持留菌（ｐｅｒｓｉｓｔｅｒｃｅｌｌｓ）是存在
于某个细菌群体中一定比例的表型异化小亚群，常表

现为临时休眠或缓慢生长状态，可耐受致死浓度抗生

素的作用，但这种抗生素耐受性并非稳定遗传，当持留

菌被再次于新鲜培养基培养时，细菌中绝大多数对抗

生素仍然是敏感的，最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）不变，而只有一定比例的持留菌产
生［４］。持留菌被认为与生物被膜形成及慢性感染的

反复发作与难愈性密切相关，故在抗感染治疗中具有

重要意义，甚至有学者将其与细菌耐药性相提并

论［５］。虽然持留菌最早在金葡菌中发现，但目前对金

葡菌持留机制却知之甚少，国际上持留菌相关研究多

集中于大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、结核分枝杆菌，而

国内目前对持留菌的研究仅限于结核分枝杆菌，对金

葡菌持留性相关因素及机制的研究亟待深入。

　　目前，研究细菌持留性相关基因的方法主要包括
构建转座子文库、定点敲除文库、表达文库，以及进行

转录组分析等［２］。其中，构建转座子文库是筛选持留

性相关基因的重要手段。转座子Ｔｎ９１７可在高温及红
霉素诱导作用下发生转座作用，Ｃｕｃａｒｅｌｌａ等［６］利用

Ｔｎ９１７建立了金葡菌转座子文库并筛选到生物被膜相
关基因，但该文库尚未商品化，且目前国内尚无利用

Ｔｎ９１７建立金葡菌转座子文库的相关研究报道。为
此，本研究拟利用转座子 Ｔｎ９１７构建金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ
株转座突变文库，并从中得到持留性变化菌株，以期为

深入探讨金葡菌的持留机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株与质粒　　金葡菌ＲＮ４２２０为限制系统缺陷菌株，
可接受并修饰来自大肠埃希菌的穿梭质粒，由中国科学技术大

学孙宝林教授惠赠；金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株用于建立转座子文库，

由吉林大学于录教授惠赠；Ｔ１８菌株为ｐｙｒＤ基因的转座插入突
变株，筛选自金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株转座子文库，Ｔ１８ｓ菌株为 ｐｙｒＤ

基因的转座插入突变株衍生株。温度敏感性穿梭质粒 ｐＩＤ４０８
具有氯霉素抗性基因，该质粒内含具有氨苄青霉素及红霉素抗

性的转座子Ｔｎ９１７，由我室保存。
１．１．２　主要试剂与仪器　　限制性核酸内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接
酶购自ＴａＫａＲａ公司；红霉素（ＥＲＹ）、氯霉素（ＣＨＬ）、氨苄青霉

素（ＡＭＰ）、环丙沙星（ＣＩＰ）购自 ＢＢＩ公司，实验中 ＡＭＰ应用浓

度为１００μｇ／ｍＬ，ＥＲＹ、ＣＨＬ应用浓度均为２０μｇ／ｍＬ；达托霉
素（ＤＡＰ）购自大连美仑生物技术有限公司；质粒抽提试剂盒购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ产物纯化
试剂盒、大肠埃希菌ＤＨ５α化学转化感受态细胞购自北京天根

生化科技有限公司；ＴＳＢ（ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙａＢｒｏｔｈ）、ＢＨＩ（Ｂｒａｉｎ
ＨｅａｒｔＦｕｓｉｏｎ）培养基购自Ｏｘｉｏｄ公司；溶葡萄球菌素购自Ｓｉｇｍａ
公司。

１．２　方法
１．２．１　金葡菌 ＲＮ４２２０／Ｎｅｗｍａｎ株电转感受态制备　　将
１ｍＬ过夜菌（ＲＮ４２２０／Ｎｅｗｍａｎ）接种至１００ＢＨＩ培养基，３７℃
２００ｒ／ｍｉｎ培养１ｈ至Ｄ（６００）≈０．４，冰浴３０ｍｉｎ；４℃５０００ｒ／ｍｉｎ
离心菌液，以０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖溶液轻柔重悬、洗涤，重复３次上
述操作，最终以３００μＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖溶液重悬，制得金葡菌
电转感受态。

１．２．２　质粒 ｐＩＤ４０８电转化金葡菌 ＲＮ４２２０／Ｎｅｗｍａｎ株　　提
取自大肠埃希菌 ＤＨ５α的质粒 ｐＩＤ４０８首先电转入金葡菌
ＲＮ４２００，经其修饰后再电转入金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株。电转化条件：
０．２ｃｍ电极杯，２．５ｋＶ，２００Ω，２５μＦ。电转时以８μＬ质粒加入
到１００μＬ电转感受态中，电转复苏后涂布于 ＥＲＹＣＨＬ双抗平
板，于３０℃培养。挑取平板上单菌落提取质粒，ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ
双酶切验证质粒ｐＩＤ４０８是否成功转入ＲＮ４２２０／Ｎｅｗｍａｎ株。
１．２．３　诱导 Ｔｎ９１７转座作用　　挑取经验证成功转入质粒
ｐＩＤ４０８的金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株，于 ＥＲＹＣＨＬ双抗 ＴＳＢ中培养至
稳定期，取该菌液５μＬ加入５ｍＬＴＳＢ（此时混合液含有低浓度
ＥＲＹ），４３℃ ２５０ｒ／ｍｉｎ培养１８ｈ，诱导Ｔｎ９１７发生转座。取上
述菌液约５μＬ加入１５０μＬＴＳＢ，混匀后涂布于 ＥＲＹ抗性平
板，４３℃培养约２４ｈ，初步获得转座子文库。
１．２．４　转座突变株的筛选　　从上述平板上用无菌牙签随机
挑取１００个菌落，分别划种于 ＥＲＹ单抗、ＥＲＹＣＨＬ双抗平板
上，于 ３７℃孵箱培养过夜。在 ＥＲＹ抗性平板上生长，而在
ＥＲＹＣＨＬ双抗平板上不生长者为成功发生转座作用的插入突
变株。

１．２．５　文库评价　　随机挑取１９个上述成功发生转座作用
的插入突变株，确定其转座子插入位点，对转座子插入的随机

性做初步评价。确定转座子插入位点方法［６］：提取转座子插入

突变株基因组，ＥｃｏＲⅠ酶切后纯化酶切产物，取８μＬ上述产
物，加入１μＬＴ４ＤＮＡ连接酶及其缓冲液１μＬ，１６℃进行自连
反应１６ｈ，此时含有Ｔｎ９１７片段与转座子插入区基因组片段的
ＤＮＡ序列可以组成 ＡＭＰｒ质粒，将连接产物化转大肠埃希菌
ＤＨ５α，涂布ＡＭＰｒ平板。为确定转座子插入处基因组序列，挑
取ＡＭＰｒ转化子培养，利用距Ｔｎ９１７近红霉素抗性基因端（ｅｒｍ
ｐｒｏｘｉｍａｌ）７０ｂｐ处的反向重复区域设计测序引物：５′ＡＧＡＧＡＧ
ＡＴＧＴＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＴ３′。转化子菌液样本送华大基因进行测
序，以确定转座子插入位点。

１．２．６　野生株、Ｔ１８、Ｔ１８ｓ株持留性实验［７］　　Ｔ１８为转座子
Ｔｎ９１７插入金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株 ｐｙｒＤ基因的突变株，插入位点位
于ｐｙｒＤ基因序列第１２３与１２４位之间。查询ＧｅｎＢａｎｋ得知ｐｙｒＤ
基因编码产物为二氢乳清酸脱氢酶２，在嘧啶合成途径中催化二
氢乳清酸转变为乳清酸盐，同时为呼吸作用中的电子受体醌类

提供结合位点。由于嘧啶合成缺陷的菌株在抗菌药物作用下可

能产生小菌落［８］，故尝试将对数期Ｔ１８菌株以２０ＭＩＣＣＩＰ作用
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８ｈ后，菌液涂布无抗ＴＳＡ（胰蛋白胨大豆琼脂）平板，发现其中
长出一些较小菌落，挑取小菌落再培养后，证实该表型稳定遗

传，将该 Ｔ１８菌株的小菌落衍生株命名为 Ｔ１８ｓ（Ｔ１８ｓｍａｌｌ）。
细菌 ＭＩＣ实验根据ＣＬＳＩ相关规范进行；采用酶标仪进行野生
株、Ｔ１８、Ｔ１８ｓ株生长曲线测定，培养条件为３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ。
持留性实验中，以１００ＭＩＣＤＡＰ分别作用于３株细菌的培养
２４、３６ｈ的稳定期菌液，作用时间为８ｈ，细菌培养条件为３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ；在ＤＡＰ作用前后计数活菌数目，计数方法采用滴板
计数（ｄｒｏｐｐｌａｔｅ），具体操作为：取菌液１００μＬ，以１％ＮａＣｌ梯度
稀释（ＤＡＰ作用组先沉淀细菌，以１％ ＮａＣｌ洗涤去除ＤＡＰ），选
取合适的梯度稀释组，用移液器每稀释度组取１０μＬ滴于 ＴＳＡ
平板，每稀释度组做５次重复滴板，待液滴吸收干燥后，倒置平
板转移至３７℃孵箱培养；培养后计算每稀释度组平均菌落数
目，进而得出特定时间点的活菌数目。计数结果应用ＳＰＳＳ１３．０
行单因素方差分析。

２　结果

２．１　质粒ｐＩＤ４０８电转化金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株
　　含有转座子 Ｔｎ９１７的 ｐＩＤ４０８质粒首先电转化入金葡菌
ＲＮ４２２０，经修饰后再电转化入金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株。提取转化子
质粒，以ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定，证实获得含有ｐＩＤ４０８的
金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株（图１）。
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Ｍ：标准；１：ｐＩＤ４０８；２：ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ酶切 ｐＩＤ４０８

图１　电转入金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株的质粒ｐＩＤ４０８酶切鉴定

２．２　转座子文库筛选
　　随机挑取的 １００个经诱导转座后的菌落，分别点种于

ＥＲＹｒ（图２Ａ）和 ＥＲＹｒＣＨＬｒ（图 ２Ｂ）平板，其均表现为 ＥＲＹｒ

ＣＨＬｓ，携带有氯霉素抗性基因的ｐＩＤ４０８质粒丢失，携带有红霉

素抗性基因的Ｔｎ９１７转座入细菌基因组，即转座子成功发生转

座作用。

２．３　转座子文库评价
　　随机挑取的１９个文库转座子插入位点测定结果见表１。

除１３号与１４号突变株转座子插入位点只相差１位外，其余各

突变株转座子插入位点无相互重复或接近。上述结果提示该

文库转座子插入随机性良好，可用于后续实验研究。

!

"

Ａ：含红霉素的ＴＳＢ琼脂平板；Ｂ：含红霉素和氯霉素的ＴＳＢ琼脂平板

图２　随机挑取的１００个诱导转座后菌落均表现为ＥＲＹｒＣＨＬｓ，

即均成功发生转座

表１　转座子插入位点测定结果显示转座子插入随机性良好

序号 转座子插入基因组的位置（ｂｐ）

１ ２１７８８７９与２１７８８７８之间

２ ６６１３８４与６６１３８３之间

３ ２０６６６６０与２０６６６６１之间

４ ７５２８２１与７５２８２０之间

５ １４２２６６２与１４２２６６３之间

６ １３５５５５９与１３５５５５８之间

７ ９２４０９２与９２４０９１之间

８ １４４９９２２与１４４９９２３之间

９ １４３２９１４与１４３２９１３之间

１０ １４３７２７８与１４３７２７９之间

１１ １４７９６４９与１４７９６５０之间

１２ １３３３２４８与１３３３２４７之间

１３ １３３３２４７与１３３３２４６之间

１４ ８６９９２５与８６９９２６之间

１５ １４２５３３６与１４２５３３７之间

１６ ２０４８７４０与２０４８７３９之间

１７ １４１４２７７与１４１４２７６之间

１８ ２２４１１０与２２４１１１之间

１９ １４０７２６６与１４０７２６５之间

２．４　Ｔ１８、Ｔ１８ｓ突变株的筛选
　　实验证实，Ｔ１８与Ｔ１８ｓ株转座子插入位点相同，但Ｔ１８ｓ的
其他遗传物质改变未知。同时，野生株、Ｔ１８及 Ｔ１８ｓ株对 ＤＡＰ
的ＭＩＣ经实验证实均相同，即其不存在遗传性耐药性差异。无
抗ＴＳＡ平板培养实验结果显示，Ｔ１８ｓ株生长速度显著慢于Ｔ１８
株，表现为在培养第１２、１７ｈ及２４ｈＴ１８ｓ株菌落大小明显小于
Ｔ１８株，即产生小菌落（图 ３）。生长曲线结果显示：至培养
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２４ｈ，Ｔ１８与Ｔ１８ｓ株 Ｄ（６００）值基本相等，虽野生株 Ｄ（６００）值
较高，但三者均达到了比较平稳的稳定期；同时，Ｔ１８ｓ表现出迟
缓期延长近３ｈ（图４）。
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Ａ～Ｃ：分别为Ｔ１８菌株培养１２、１７、２４ｈ；Ｄ～Ｆ：分别为 Ｔ１８ｓ菌株

培养１２、１７、２４ｈ

图３　相同培养时间点Ｔ１８ｓ株与Ｔ１８株菌落大小对比
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图４　金葡菌Ｎｅｗｍａｎ野生株（ｗｔ）、Ｔ１８及Ｔ１８ｓ株生长曲线

２．５　野生株、Ｔ１８、Ｔ１８ｓ菌株持留性实验结果
　　野生株、Ｔ１８及Ｔ１８ｓ菌株持留性实验结果见图５。①比较
相同时间点的３株细菌，在抗生素作用前，野生株与 Ｔ１８ｓ株的
２４ｈ和３６ｈ菌液活菌数目差异无显著性（Ｐ＞０．０５），而Ｔ１８株
活菌数目偏低；２４ｈ菌液经ＤＡＰ作用后，野生株与Ｔ１８ｓ株活菌
数目差异仍无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而 Ｔ１８株活菌数目反而
显著高于前两者（Ｐ＜０．０５）；３６ｈ菌液经 ＤＡＰ作用后，３株细
菌间活菌数目差异均有显著性（Ｐ＜０．０５），但以野生株活菌数
目最多，Ｔ１８ｓ株次之。②经 ＤＡＰ处理后，３６ｈ与２４ｈ菌液相
较，野生株活菌数目显著升高，Ｔ１８株活菌数目显著降低（Ｐ＜
０．０５），而 Ｔ１８ｓ株活菌数目差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

③虽然Ｔ１８ｓ生长曲线显示出延长的迟缓期，但相较于野生株
与Ｔ１８株，其持留性不但没有增加，反倒相对较低。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与其他２株细菌比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ３６ｈ８ｈＤＡＰ
Ｔ１８ｓ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与２４ｈ８ｈＤＡＰ同菌株比较

Ａ：２４ｈ；Ｂ：３６ｈ
图５　野生株（ｗｔ）、Ｔ１８及Ｔ１８ｓ株持留性实验结果

３　讨论

　　１９４４年，Ｂｉｇｇｅｒ［９］发现金黄色葡萄球菌经青霉素
作用后并不会被全部杀死，始终有一部分细菌存活下

来，且这部分细菌并没有发生可以稳定遗传的基因改

变，为了和通常意义上的抗生素耐药菌加以区分，将其

命名为持留菌。虽然持留菌很早便被发现，但由于其

不可遗传等特性，研究不便，且当时人们关注的焦点是

细菌对抗生素的耐药性，故有关持留菌的研究长期被

搁置。直到１９８３年，Ｍｏｙｅｄ等［１０］利用化学诱变的方

法得到大肠埃希菌高持留性突变株 ｈｉｐＡ７，由此开启
了持留菌研究的新篇章。之后，通过转座子文库、定点

敲除文库、表达文库及转录组分析等方法，持留性相关

基因研究不断取得新的成果，发现了多种持留相关基

因，并认为持留菌与细菌 ＴＡ系统及自身代谢等密切
相关，目前对细菌持留性的研究主要集中在大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、结核分枝杆菌，在这些细菌中，已鉴

定到多个持留相关基因［２］。而金葡菌虽然在临床感

染性疾病中具有重要地位，但目前对其持留性的研究

多局限于一些表观现象的观察，如不同抗菌药物杀菌

作用的动态学过程［７］、ｄｎａＫ［１１］及 ｐｈｏＵ［１２］对金葡菌持
留性可能存在一定影响等，对金葡菌持留性及其机制

尚缺乏全面深入的探讨。为此，我们构建了金葡菌转

座子突变文库，为深入研究金葡菌持留性奠定基础。
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　　我们利用含有转座子 Ｔｎ９１７的质粒 ｐＩＤ４０８进行
金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株转座子文库的构建，期望从文库中
得到持留性变化菌株以进行深入研究。转座子是存在

于染色体上可自主复制和移位的ＤＮＡ片段，建立转座
子文库是进行基因研究的重要手段。由于本实验的转

座子文库以单菌落的集合形式构建，采用大量突变菌

株进行转座频率的计算操作较繁琐难以实现，所以我

们随机挑取了１００个单菌落验证转座是否成功。诱导
转座后，理论上质粒有三种转归［６］：（１）质粒丢失，不
伴随转座作用发生，此时菌落应表现为 ＥＲＹｓＣＨＬｓ；
（２）质粒丢失，转座子发生转座作用，此时菌落应表现
为ＥＲＹｒＣＨＬｓ；（３）整个质粒插入到细菌基因组中，即
发生复制子融合，此时菌落应表现为 ＥＲＹｒＣＨＬｒ。经
证实，挑取的１００个文库子均成功发生了转座作用，可
以认为文库转座效率较高。转座子文库质量评价的另

一项重要指标是转座子插入的随机性，我们随机挑取

了１９个文库子，转座子插入位点测定结果显示，该文
库的转座子插入随机性好。成功构建的金葡菌转座突

变文库不仅可以应用于持留性相关研究，也可用于金

葡菌其他多种基因相关研究。

　　从金葡菌转座文库中筛选到的Ｔ１８株转座子插入
位点位于嘧啶合成相关基因ｐｙｒＤ内，嘧啶合成受损后
会影响到细菌的代谢活动，从而造成细菌持留性的改

变；同时，具备类似缺陷的细菌很可能在某些抗菌药物

作用下产生小菌落等特殊表型，并由此改变对抗菌药

物的敏感性［８］，故我们以ＣＩＰ作用于Ｔ１８株，得到了稳
定遗传的小菌落突变株 Ｔ１８ｓ。Ｔ１８ｓ株转座子插入位
点与Ｔ１８株相同，主要表现为生长速度缓慢，疑似金葡
菌小菌落突变株（ｓｍａｌｌｃｏｌｏｎｙｖａｒｉａｎｔｓ，ＳＣＶ）。ＳＣＶ被
认为是由于细菌在长期药物治疗或环境压力等作用

下，发生点突变而致使呼吸链或胸腺嘧啶合成缺陷，致

生长速度缓慢呈现小菌落形态，并伴随色素、溶血活

性、毒性代谢产物降低等改变［８］。Ｔ１８ｓ株有可能是在
Ｔ１８株基础上发生了ＳＣＶ相关基因的突变，Ｔ１８ｓ具体
的基因突变机制还有待探讨。

　　后续针对野生株、Ｔ１８、Ｔ１８ｓ菌株的持留性实验显
示，比较相同时间点的３株细菌，２４ｈＴ１８株活菌数目
虽然较野生株及 Ｔ１８ｓ株偏少，但其经 ＤＡＰ作用后剩
余的活菌数目却是最多的，３６ｈＴ１８株经ＤＡＰ作用后
活菌数目也显著大于 Ｔ１８ｓ。其可能原因是 Ｔ１８株
ｐｙｒＤ基因的转座子插入突变导致了其对 ＤＡＰ敏感性
降低，而Ｔ１８ｓ株的某个或某些基因改变又使这种降低
的敏感性得到了一定程度的逆转。经ＤＡＰ作用后，３６ｈ
与２４ｈ菌液相比较，野生株持留性显著升高多至

１０２～１０３倍，Ｔ１８株持留性却显著降低，而Ｔ１８ｓ株持留
性未产生显著变化，我们推测其可能原因是，不同菌株

在不同的生长时间点，细菌某些蛋白表达或代谢产物、

信号分子等存在差异，从而造成相关通路的激活或抑

制，进而导致持留性的差异。同时，野生株、Ｔ１８株、
Ｔ１８ｓ株的３６ｈ菌液较２４ｈ菌液持留性分别呈现升
高、降低、不变３种情况，为后续实验分析持留性产生
差异原因提供了很好的素材，这也将是我们下一步实

验的重要内容之一。此外，Ｔ１８ｓ株虽然相较于野生株
和Ｔ１８株迟缓期延长，但其持留性不但没有增加，反而
有所降低，这与既往文献报道的观点不同［１３］，提示迟

缓期的长短与细菌持留性的关系还有待进一步探究。
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